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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Verfahren zum topographischen Proteinnachweis an formalinfixierten Gewebeschnitten 
@ Verfahren zur Uberfuhrung von Proteinen zu deren 

Nachweis a us einem formalinfixierten und in Paraffin ein- 

gebetteten Gewebeschnitt auf sine Membran mit einer 

Ober- und einer Unterseite unter Beibehaltung der relati- 

ven topographischen Positionen der Proteine zueinander 

bzw, im Gewebeschnitt, wobei die Art und Reihenfolge 

die folgenden Verfahrensschritte durchgefuhrt werden: 

a) Platzierung und Ausbreitung des Gewebeschnitts auf 
der Oberseite der Membran, 

b) Entparaffinierung und Trocknung des Gewebeschnitts 
auf der Membran, 

c) Inkubation des Gewebeschnitts mit einer Proteaseld- 
sung, wobei 

ci) die Proteaselosung mit Abstand von der Oberseite der 

Membran und dem Gewebeschnitt jenseits der Untersei- 
™ te der Membran angeordnet ist und vermittels einer 
J Schicht aus saugfahigem, mit der Proteaselosung durch- 

feuchtetem Material mit der Unterseite der Membran in 
0 Kontakt gebracht wird, und wobei 
ti cii) der Gewebeschnitt periodisch mit Proteaselosung be- 
™ traufelt bzw. iiberschichtet wird, 
t) d) Waschen der Membran, 

p e) Inkubation der Membran mit Proteindenaturierungs- 
■j mittel. 

jf Ober- und Unterseite aufweisende Membran mit auf der 

_ Oberseite angeordneten Proteinen aus einem Gewebe- 
schnitt, wobei die die topographische Anordnung der 

U Proteine auf der Membran der urspriinglichen topogra- 

3 phischen Anordnung im Gewebeschnitt entspricht, und 
wobei die Membran mit einem Verfahren nach Anspruch 
1 hergestellt ist. 
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Beschreibung schnitt auf eine Membran mit einer Ober- und einer Unter- 
seite unter Beibehaltung der relativen, topographischen Po- 

Die Erfindung betrifft ein VerfahrenzurUbetfuhrung von sitionen der Proteine zueinander bzw. im Gewebeschnitt, 

Proteinen zu deren Nachweis aus einem formalinfixierten das durch die Art und Reihenfolge der folgenden Verfah- 

und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitt auf eine Mem- 5 renssehritte gekennzeichnet ist: 
bran mit einer Ober- und Unterseite unter Beibehaltung der 

relativen topographischen Positionen der Proteine zueinan- a) Platzierung und Ausbreitung des Gewebeschnitts 

der bzw. im Gewebeschnitt. auf der Oberseite der Membran, 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine eine Ober- und Un- b) Entparafflnierung und Urocknung des Gewebe- 

terseite aufweisende Membran mit auf der Oberseite ange- 10 schnitts auf der Membran, 

ordneten Proteinen aus einem Gewebeschnitt. c) Inkubation des Gewebeschnitts mit einer Protease- 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Vorrichtung zur 16sung (PeptidaselOsung, ProteinaseWsung), wobei 

Durchfuhrung eines Verfahrens zur Uberfuhrung von Protei- ci) die ProteaselSsung mit Abstand von der Ober- 

nen zu deren Nachweis aus einem formalinfixierten und in seite der Membran und dem Gewebeschnitt jen- 

Paraffin eingebetteten Gewebeschnitt. 15 seits der Unterseite der Membran angeordne 

Das Verfahren, die Vorrichtung zu seiner Durchfuhrung und vermittels einer Schicht aus saugfahigem, 

und die Membran sind vor allem fur den Einsatz in Verfah- der Proteaselosung durchfeuchtetem Material mit 

ren zum immunhistochemischen, semiquantitativen, topo- der Unterseite der Membran in Kontakt 

graphischen Nachweis von Proteinen in formalinfixierten wird, und wobei 

und in Paraffin eingebetteten Geweben vorgesehen und ge- 20 cii) der Gewebeschnitt nur periodisch, d. h. in 

eignet zeitliehen Abstanden, mit Proteaselosung betrSu- 

Der immunhistochemische Nachweis von Proteinen, die felt bzw. iiberschichtet wind, 
an eine Membran gebunden sind, ist im Stand der Technik d) Waschen der Membran, und 
sowohlalsTfeildesWestemblot-alsauchalsTeildesHisto- e) Inkubation der Membran mit Proteindenaturie- 
blot- Verfahrens bekannt. Beim Westernblot- Verfahren wer- 25 
den in wassriger Losung befindliche Proteine zunachst in ei- 
nem Polyacrylamidgel gemaB inter Laufeigenschafter in ei- Danach erfolgt der Proteinnachweis auf der Membran mit 
nem elektrischen Feld aufgetrennt, in einem zweiten Schritt bekannten Nachweismethoden. 

mittels eines zweiten elektrischen Feldes aus dem Gel her- Bei der Membran handelt es sich vorzugsweise um eine 

aus auf eine Membran iibertragen und auf dieser Membran 30 Nitrocellulosemembran; es kann aber auch eine andere ge- 

in einem dritten Schritt einer Immunhistochemischen Nach- eignete Membran eingesetzt werden. 

weisreaktion (mit geeigneten Antikorpem) unterworfen. Eine weitere L6sung der genannten Aufgabe besteht in 

Beim Histoblot-Verfahren wird ein 5-10 um dfinner Gewe- der BereitsteUung einer Membran mit einer Ober- und einer 

beschnitt von nativ Uefgefrorenem Gewebe auf eine Nitre- Unterseite, die auf der Oberseite angeordnele Proteine aus 

cellulosemembran aufgebracht und das Gewebe lysiert, 35 einem Gewebeschnitt aufweist, und die dadurch charakteri- 

worauf die in dem Gewebe enthaltenen Proteine daraus frei- siert ist, dass die topographische Anordnung der Proteine 

gesetzt werden und an der Mtrocellulosemembran anhaften. auf der Membran der urspriinglichen topographischen An- 

Mittels einer immunhistochemischen Nachweisreaktion ordnung dieser Proteine im Gewebeschnitt entspricht, und 

wird die topographische Verteilung der nachzuweisenden dass die Membran mit dem vorstehend genannten, erfin- 

Proteine im Gewebekontext erkennbar. 40 dungsgemaBen Verfahren berstellbar bzw, hergestellt ist. 

Das Histoblot-Verfahren hat gegenUber dem Westernblot- Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 

Verfahren den Vorteil, dass die Proteine einerseits ihrer na- und zur Herslellung der erfindungsgemaBen Membran wird 

turlichen topographischen Position im Gewebe zugeordnet eine Vorrichtung vorgeschlagen, die sich durch die nachfol- 

werden konnen und andererseits durch das Herauslbsen aus gend genannten Merkmale dadurch auszeiebnet, dass sie ein 

dem Gewebe und Immobilisieren an einer Nitrocellulose- 45 Gehause mit Boden, Wandung und ohne oder mit abnehm- 

membran weiteren chemischen (Vor)Behandlungen, insbe- baren Deckel aufweist, dass an dem Boden eine Schicht aus 

sondere Aufschlussreaktionen, unterworfen werden konnen, saugfahigem Material angeordnet ist, deren AuBenmaBe so 

die eine sensitivere Detektion im Zuge der immunhistoche- gewShlt sind, dass die Schicht bei annaherad mittiger An- 

mischen Nachweisreaktion ermoglichen. ordnung auf dem Boden einen Abstand zur Wandung auf- 

Beide bekannten Verfahren eignen sich jedoch gar nicht 50 weist, und deren vom Gehauseboden wegweisende OberflS- 

fiir den topographischen und spezifischen Nachweis von de- che als TrSger fiir eine Membran geeignet ist, und dass am 

naturierten Proteinen in formalinfixierten und in Paraffin Boden eine Proteaselosung mit Abstand von der Oberflache 

eingebetteten Geweben. Die Formalinfixierung und Einbet- der Membran angeordnet ist, die die Schicht durchfeuchtet 

tung in Paraffin ist aber seit Jahren die Standardmethode zur bzw. von dem saugfahigen Material der Schicht aufgenom- 

Konservierung von Biopsie- und Autopsieproben in der Pa- 55 men ist. 

thologie. Das heiBt: Far die allermeisten archivierten Gewe- Infolgedessen steht die dieser Schicht aufliegende Mem- 

beproben gibt es bisher auBer der konventionellen Immunhi- bran ebenfalls in Kontakt mit der Proteaselosung und wird 

stochemie kein Proteinnachweisverf ahren, das hinsichtlich bzw. ist von dieser durchfeuchtet bzw. durchtrSnkt, und das- 

Sensitivitat, Spezifitat und Topographie der betreffenden selbe gilt letztendlich auch fur den auf der Membran ange- 

Proteine befriedigende Ergebnisse liefert. 60 ordneten Gewebeschnitt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist deshalb die Be- Die Schicht aus saugfahigem Material kann sowohl einla- 

reitstellung eines Verfahrens, das die Durchfuhrung eines gig als auch mehrlagig sein, und im Fall von mehreren La- 

sensitiven und topographischen Nachweises von spezifi- gen konnen die einzelnen Lagen aus dem gleichen oder aus 

schen Proteinen in Geweben, welche in Formalin fixiert verschiedenen saugfahigen Materialmen) bestehen. 

wurden und in Paraffin eingebettet sind, ermoglicht 65 Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren bzw. mit der da- 

Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der BereitsteUung mit hergestellten erfindungsgemaBen Membran ist es erst- 

eines Verfahrens zur Uberfuhrung von Proteinen aus einem mats moglich, auch in formalinfixierten und in Paraffin oder 

formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe- Shnlichen Wachsen eingebetteten Geweben denaturierte 
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Proteine nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ und den Randbereichen des Gebauses 4 zwischen Gebausewand 

topographisch nachzuweisen, indem namlich einfach die er- 14 und Sohicht 10, Um diesen erfindungsgemaBen FlieBweg 

findungsgemaBe Membran rait den darauf angeordneten der Enzymlosung 16 zu gewahrleisten, sollte der Fliissig- 

Ptoteinen einem beliebigen immunbistochemischen Nach- keitsspiegel 28 der Enzymlosung 16 immer unterhalb der 

weisverfahren unterworfen wird. Dadurch hat das erfln- s vom Gehauseboden 8 wegweisenden Oberflache 18 der 

dungsgemSBe Verfahren eine hOhere Sensitivitat als her- Schicht 10 liegen. 
kommliche immunhistochemische Verfahren. Hierfur kom- 

men insbesondere samtliche im Stand der Technik bekann- Beispiel 1 
ten und gelaufigen immunhistochemiscben Nachweisver- 

fahren in Betracht. Damit gebt insbesondere der \forteil ein- 10 Imraunhistocbemischer (semiquantitativer) topographischer 

her, dass jetzt auch solche Gewebeproben hinsichtiich be- Nachweis von Proteinen in formalinflxierten und in Paraffin 

stimmter Proteine untersucht werden kOnnten, die schon vor eingebetteten Geweben 
vielen Jahren in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und 

bis heute archiviert wurden. Derartige Untersuchungen sind Von einem formalinflxierten und in Paraffin eingebetteten 

vor allem in der Erforschung und Diagnose von neurode- 15 Gewebe wird ein Gewebeschnitt hergestellt, auf eine Nitro- 

genrativen Erkrankungen, die mit einer Ablagerung von cellulosemembran aufgebracht und zusammen mit dieser 

BinweiBstoffen (Proteinen) im Gehirn einhergehen, von gro- getrocknet. 

Ber Bedeulung, Hierzu zahlen insbesondere Prionkrankhei- Der Gewebeschnitt auf der Nitrocellulosemembran wird 

ten, wie z. B. der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung, der Haber- entparaffiniert, in die wassrige Phase iiberfiihrt und getrock- 

krankheit (Scrapie), dem Rinderwahnsinn (BSE) und die 20 net. 

todliche familiSre Schlaflosigkeit (Fetal Familial Insomnia Die Nitrocellulosemembran mit dem Gewebeschnitt wird 

= FFI) oder Krankheiten wie Morbus Alzheimer (bei der es mit einer Proteaselosung (Peptidaselosung, Proteinaselo- 

zu einer Akkumulation von A-beta-Amyloid im Gehim sung) inkubiert. Dabei ist diese Proteaselosung an der Seite 

kommt), der Nitrocellulosemembran angeordnet, die dem Gewebe- 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es unter ande- 25 schnitt abgewandt ist, und sie stent mit der Oberflache dieser 

rem erstmals gelungen, in Gewebeschnitten von an FH er- Seite (d. h. mit der dem Gewebeschnitt abgewandten Ober- 

krankten Patienten die topographische Verteilung von PrP 50 flache) entweder direkt oder indirekt, namlich vermittels ei- 

(Prionprotein mit der Scrapie-Isoform) darzustellen. ner Schicht aus saugfahigem, mit der Proteaselosung durch- 

Weitere Einzelheiten der Erfindung ergeben sich aus der feuchtetem Material, in Kontakt. 
nachfolgenden, ausfuhrlichen Beschreibung anhand von 30 Die dem Gewebeschnitt zugewandte Oberflache der Ni- 
Ausffihrungsbeispielen und der beigefugten Zeichnung. trocellulosemembran und der Gewebeschnitt selbst wird 
Hierbei zeigt: von der angeordneten Proteaselosung bzw. von dem mit die- 
Fig. 1 eine erfindungsgemSBe Inkubationskammer zur ser Proteaselosung durchfeuchteten Material beabstandet 
Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. bzw. gehalten. 

Die in Fig. 1 dargestellte Inkubationskammer 2 besteht 35 Ein- oder mehrmalig in zeitlichen Abstanden wird der 
aus einem wannenformigen Gehause 4 mit einem abnehm- Gewebeschnitt mit Proteaselosung betraufelt bzw. iiber- 
baren Deckel 6. Am Boden 8 des Gehauses 4 ist eine Schicht schichtet, so dass der FlieBweg dieser aufgetraufelten bzw. 
10 aus saugfahigem Material 12, beispielsweise aus Zellulo- tiberschichteten Proteaselosung durch den Gewebeschnitt 
sevliesstoff, angeordnet. Diese Schicht 10 kann - wie hier hindurch zur Nitrocellulosemembran und durch diese hin- 
dargestellt - einlagig sein; sie kann aber ebenso gut auch aus -to durch ggf. zu dem durchfeuchteten Material und durch die- 
mehreren Lagen bestehen, wobei die einzelnen Lagen dann ses hindurch zur angeordneten Proteasel6sung verlauft. 
aus dem gleichen oder aus verschiedenen saugfahigen Mate- Zur Durchfuhrung dieser Inkubation (des Gewebeschnitts 
rialien bestehen konnen. Die AuBenmaBe der Schicht 10 auf der Nitrocellulosemembran mit einer Proteaselosung) 
sind so gewahlt, dass sie bei mittiger Anordnung auf dem eignet sich insbesondere eine Inkubationskammer gemSB 
Gehauseboden 8 an alien ihren Randem 12 einen Abstand 45 Fig. 1 und dazugehoriger Beschreibung. 
zur Gehausewand 14 einhalten kann. Der Boden 8 des Ge- Nach ausreichender Inkubationsdauer, die von der Art 
hauses 4 ist mit einer (Proteaselosung, Peptidaselosung, und der zu iiberfuhrenden Proteine und der Art der Protease- 
Proteinaselosung) 16 bedeckt, die auBerdem die Schicht 10 losung abhangt und fur einen Fachmann ohne weiteres er- 
durchfeuchtet bzw. die von dem saugfahigen Material dieser mittelbar ist, wird die Nitrocellulosemembran gewaschen 
Schicht 10 aufgenommen ist. Auf der vom Gehauseboden 8 50 und danach mit einem Proteindenaturierungsmittel inku- 
wegweisenden Oberflache 18 der Schicht 10 ist eine Nitro- biert. 
cellulosemembran 20 angeordnet, die auf ihrer von der AnschlieBend wird die N 
Schicht 10 wegweisenden Oberflache 22 einen Gewebe- 
schnitt 24 aus formalinfixiertem und urspriinglich in Paraf- 
fin eingebettetem, nachtraglich wieder deparamniertem Ma- ss uon. 
terial tragt. Die dem Gewebeschnitt 24 abgewandte Oberfla- 
che 26 der Nitrocellulosemembran 20 liegt der mit Enzym- Beispiel 2 
16sung 16 be- oder durchfeuchteten Schicht 10 vollflachig 

auf und ist infolgedessen ebenfalls von der Enzymlosung 16 Immunhistochemischer Nachweis der Scrapie-Isoform des 

befeuchtet oder durchtrankt. Der Gewebeschnitt 24 wie- 60 Prionproteins (PiP 5 *) in formalinfixiertem und in Paraffin 

derum liegt der Nitrocellulosemembran 20 vollflachig auf eingebettetem Gewebe 
und steht auf diese Art und Weise ebenfalls in Kontakt mit 

der Enzymlosung 16. Von einem formalinflxierten, bei Verdacht auf CJD Amei- 

Wird nun der Gewebeschnitt 24 zusatzlich mit EnzymlO- sensauredekontaminiertem und in Paraffin eingebettetem 

sung 16 betraufelt bzw. fiberschichtet, so wandert die so auf- 65 (paraffindurchtranktem) Gewebeblock wird mittels einem, 

getragene Fliissigkeit durch den Gewebeschnitt 24 hindurch dem Fachmann bekannten und gelaufigen Mikrotom ein 

zur Nitrocellulosemembran 20, durch diese hindurch zur etwa 5-7 um dicker Gewebeschnitt abgeschnitten und auf 

Schicht 10 und von dort aus ggf. zur freien Fliissigkeit in eiiie Wasseroberflache (Wassertemperatur ca. 40°C) aufge- 
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bracht. Eine bandelsubliche NitrrceUulosemembran (bei- Im Anschluss an die Inkubation mit Proteinase-K-L6sung 

spielsweise von der Fa. Biorad) mit einer PorengroBe von wird die NitroceMosemembran (samt dem weitgehend ver- 

beispielsweise 0,45 pm wird auf einen bandelsiiblichen daulen Gewebeschnitt) 3 x5 Minuten zunachst in TBST ge- 

Glasobjekttrager aufgelegt und im Wasserbad angefeuchtet waschen und anschlieBend fur 10-20 Minuten bei Raum- 

Anstelle der Nitrocellulosemembran kann atich eine andere 5 temperatur in 4 M Guanidinium(iso)thiocyanatiasung 

geeignete Membran zum Einsatz kommen. Der schwim- (GdnSCH) in 10 mM TrisHCl pH 7,8 inkubiert, um die Pro- 

mende Gewebeschnitt wird mit der dem Objekttrager auflie- teine in der Nitrocellulosemembran zu denaturieren. Danach 

genden Nitrocellulosemembran von der Wasseroberflache wird das GdnSCH mit TBST 3x5 Minuten ausgewaschen 

abgenommen. und die Nitrocellulosemembran in 0,2 % Casein in TBST als 

Objekttrager und Membran mit aufliegendem Gewebe- 10 Blocidngreagenz (zum Blockieren, d. h. Besetzen unspezifi- 

schnitt werden auf einer WBrmeplatte bei ca. 50°C fur etwa scher Bindungsstellen fur den nachfolgend zu Einsatz kom- 

1 Minute angewarmt so daB sich der Gewebeschnitt streckt, menden primaren Antikorper) fur ca. 30 Minuten inkubiert. 

und das Restwasser zwischen Gewebeschnitt und Nitrocel- AnschlieBend wird die Niaccellulosemembran mit einem 

lulosemembran wird vorzugsweise mit Zellstoff bzw. Filter- primaren Antikorper, der gegen das Prionprotein gerichtet 

papier abgesaugt. AnschlieBend wird der Gewebeschnitt auf 15 ist, beispielsweise der im Handel erhaitliche Antik5rper 

der Mtrocellulosemembran und dem Objekttrager im War- BF4 (Firma dako) fur 1-12 Stunden inkubiert. Hierfur wird 

meschrank bei ca, 55°C fur mindestens 30 Minuten getrock- der Antikorper mit Blockingreagenz auf die Antikorper-spe- 

net. Nach der Trocknung kann die Nitrocellulosemembran zifische Konzentration, die im Stand der Technik iiblicher- 

mit dem darauf liegenden Gewebeschnitt von dem Objekt- weise fur Westernblot-Immunreaktionen eingesetzt wird, 

trSger abgenommen und entweder direkt weiter behandelt 20 verdtinnt 

Oder bis zur Weiterbehandlung gelagert werden. Bei Inkubationszeiten von mehr als 3 Stunden wird diese 

Fur die Weiterbehandlung wird der der Nitrocellulose- bei ca. 4°C durchgefuhrt, sonst bei Raumtemperatur, 

membran aufliegende Gewebeschnitt zunachst entparaffi- Im Anschluss an diese Inkubation mit dem primaren An- 

niert, beispielsweise durch Inkubieren in Xylol fur 2 X 5 Mi- tik6rper wird die Nitrocellulosemembran 3x10 Minuten in 

nuten, nachfolgendem Auswaschen des Xylols mit 100% 25 TBST gewaschen und danach mit dem sekundaren Antikor- 

Vol/Vol Isopropanol und abschlieBendem schrirtweisem Er- per in der vom HersteEer angegebenen Verdiinnung mit 

setzen des Isopropanols durch Wasser im Wege eines Blockingreagenz fur 1-12 Stunden unter den gleichen Inku- 

Durchlaufs durch eine absteigende Isopropanol-in-Wasser- bationsbedingungen wie bei dem Primarantikorper inku- 

Verdunnungsreihe. Die letzte Stufe der Verdiinnungsreihe, biert. Als sekundarer Antikorper dient beispielsweise im 

namlich das 100%ige Aqua bidest, wird vorzugsweise mit 30 Fall von einem monoklonalen PrimaranukBrper aus einer 

einem Tensid, beispielsweise 0,1% Tween 20 versetzt. Maus ein mit dem Enzym "Alkalische Phosphatase" gekop- 

Danach wird der Gewebeschnitt auf der Nitrocellulose- pelter Ziege-Anti-Maus-Antikorper (z. B. von Fa. Dako, 

membran getrocknet und kann anschlieBend entweder direkt D0486), oder im Fall eines polyklonalen PrimarantikBrpers 

dem Nachweisverfahren unterworfen oder bis zur Weiterbe- aus einem Kaninchen ein aege-Anti-Kanincben-Antikor- 

handlung gelagert werden. 35 per. In jedem Fall sollten die sekundaren Antikorper aufge- 

Ftir den erfindungsgemaBen Nachweis beispielsweise der reinigt sein, um unerwimschte, unspezifische Hintergrundre- 

Scrapie-Isoform des Prionproteins (PrF 5 ") wird der Gewe- aktionen zu vermeiden. 

beschnitt auf der Nitrocellulosemembran zunachst mit Pro- Zum Sichtbarmachen der Immunreaktion wird die Nirro- 
teinase K verdaut. Dazu wird die Nitrocellulosemembran cellulosemembran einer Farbreaklion unterworfen. Hierfur 
und dem darauf liegenden Gewebeschnitt zunachst in TBST io wird die NitroceUulosemembraji zunachst 5 x 10 Minuten 
(10 raM TrisHCl, pH 7,8; 100 mM NaCl; 0,05% Tween 20) mit TBST griSndlicb gewaschen, Danach wird die Nitrocel- 
eingeweicht und anschlieBend fur die Dauer von ca. 8 Stun- lulosemembran durcb 2x5 Minuten Inkubation in NTM 
den in einer geschlossenen Inkubationskammer bei ca. 55°C (100 mM TrisHCl pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgClz) 
auf einer Unterlage aus saugfahigem Material, beispiels- auf einen basischen pH eingestellt, Fur die eigentliche Farb- 
weise einer oder mehreren Zelluloselagen, inkubiert, die mit 45 reaktion wird die Nitrocellulosemembran anschu'eBend fur 
einer Losung aus handelsiiblicher Proteinase K (z. B. 7-75 Minuten (je nach Primarantikorper) einer Formazan- 
Fa. Sigma) inPK-Puffer (10 mM TrisHCl pH 7,8; 100 mM Reaktion mit 45 ul NTB (75mg/ml) und 33 pi BOP 
NaQ; 0,1% Brij 35) in der Konzentration 250 urn/ml ge- (50 mg/ml) in 10 ml NTM bei 4°C im Dunklen unterworfen. 
trankt ist Wahrend der Inkubationsdauer wird der Gewebe- Im Anschluss an die Farbereaktion wird das Farbreagenz 
schnitt mehrmals mit Proteinase-K-Losung benetzt, z. B. 50 mit PBS (= Pbosphat-Buffer-Solution) ausgewaschen und 
durch Betropfen oder Uberschichten. Dabei wird die fur die die Nitrocellulosemembran in destilliertem Wasser von 
Benetzung vorgesehene Menge an Proteinase- K-Losung so Salzruckstfinden und Formazanresten gereinigt. Alle Reakti- 
gering gewahlt, daB die zugegebene FItissigkeit von der Un- onsschritte werden auf einem Taumler durchgefuhrt. 
terlage, beispielsweise der(den) Zelluloselage(n), praktisch Die Auswertung der Nachweisreaktion erfolgt unter einer 
vollstandig aufgesogen werden kann und kein Fliissigkeits- 55 Stereolupe nach dem Urocknen der Nitrocellulosemembran. 
spiegel entsteht, der die Ebene, in der die Nitrocellulose- Fur den Nachweis anderer Proteine als der Scrapie-Iso- 
membran mit dem Gewebeschnitt liegt, ubersteigt. Mit an- form des Prionproteins (PrP 50 ) wird das gleiche Verfahren 
derenWorten: Wahrend die saugfahige Unterlage, beispiels- unter Verwendung entsprechend anderer Enzyme anstelle 
weise die Zelluloselage(n), ganz oder zumindest teilweise in von Proteinase K durchgefuhrt. In der Praxis gut bewahrt 
der Proteinase-K-Losung liegt bzw. liegen darf, bleibt die 60 hat sich vor allem auch der Verdau mit Protease (1 mg/ml; 
Nitrocellulosemembran mit dem aufliegenden Gewebe- z.B. Fa, Sigma) oder ein Doppelverdau mit Protease 
schnitt immer oberhalb des Flussigkeitsspiegels der Protei- (1 mg/ml) und Proteinase K (250 pg/ml) bei bindegewebs- 
nase-K-Losung angeordnet und wird - ausgenommen beim haltigen Gewebeschnitten (Gewebe auBerbalb des zentralen 
planmaBigen Benetzen - nicht von der Losung bedeckt, Un- 
ter diesen Inkubationsbedingungen werden die durch den 6 
enzymatischen Verdau des Gewebeschnittes mobilisierten 
Proteine in die Nitrocellulosemembran fiberfuhrt (bzw. 
transferiert bzw. "geblottet"). 
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4 Gehause 
6 Gehause 
8Boden 
lOSchicbt 

12 saugfahiges Material 

14 GehSusewand 

16 Verdauungsenzymlosung 

18 Oberflache der Schicht 

20 Nitrocellulosemembran 

22 Oberflache 

24 Gewebeschnitt 

26 Oberflache 

28 Hiissigkeitsspiegel 



1. Verfahren zur Uberfuhrung von Proteinen zu deren 
Nachweis aus einem formalinfixietten und in Paraffin 
eingebetteten Gewebeschnitt auf eine Membran mit ei- 
ner Ober- und einer Unterseite unter Beibehaltung der 20 
relativen topographischen Positionen der Proteine zu- 



durch Art und Reihenfolge der folgenden Verfahrens- 
schritte: 

a) Platzierung und Ausbreilung des Gewebe- 25 
schnitts auf der Oberseite der Membran, 

b) Entparaffinierung und lYocknung des Gewe- 
beschnitts auf der Membran, 

c) Inkubation des Gewebeschnitts mit einer Pro- 



ci) die Proteaselosung mit Abstand von der 
Oberseite der Membran und dem Gewebe- 
schnitt jenseits der Unterseite der Membran 
angeordnet ist und vermittels einer Schicht 
aus saugfahigem, mit der Proteaselosung 35 
durchfeuchtetem Material mit der Unterseite 
der Membran in Kontakt gebracht wird, und 

cii) der Gewebeschnitt periodisch mit Pro- 
teaselosung betraufelt bzw. uberschichtet « 
wird, 

d) Waschen der Membran, 

e) Inkubation der Membran mit Proteindenaturie- 
rungsmittel. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 45 
net, dass die Membran eine Nitrocellulosemembran 
Oder eine andere geeignete Membran ist. 

3. Ober- und Unterseite aufweisende Membran mit auf 
der Oberseite angeordueten Proteinen aus einem Ge- 
webeschnitt, dadurch gekennzeicb.net, dass die topo- so 
graphische Anordnung der Proteine auf der Membran 
der ursprilnglichen topographischen Anordnung im 
Gewebeschnitt entspricht, und dass die Membran mit 
einem Verfahren nach Anspruch 1 hergestellt ist. 

4. Vorrichtung zur DurchfUhrung eines Verfahrens 55 
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein 
Gehause (4) mit Boden (8), Wandung und ohne oder 
mit abnehmbarem Deckel aufweist, daS an dem Boden 
(8) eine Schicht (10) aus saugfahigem Material (12) an- 
geordnet ist, deren AuSenmaSe so gewShlt sind, dass 60 
die Schicht (10) bei annahemd mittiger Anordnung auf 
dem Boden (8) einen Abstand zur Wandung (14) auf- 
weist, und deren vom Gehauseboden wegweisende 
Oberflache (18) als Trager fur eine Membran (20) ge- 
eignet ist, und dass am Boden (8) eine Proteaselosung 65 
(16) mit Abstand von der Oberflache (18) der Mem- 
bran (20) angeordnet ist, die die Schicht (10) durcb- 
feuchtet bzw. von dem saugfMhigen Material der 



Schicht (10) aufgenommen ist. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Gehause (4) wannenformig ist. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Schicht (10) einlagig ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Schicht (10) aus mehreren La- 
gen besteht, wobei die einzelnen Lagen aus dem glei- 
chen oder aus verschiedenen saugfahigen Materialmen) 
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Diagnosing neurodegenerative disease, e.g., Creutzfeld-Jakob 
disease and Bovine Spongiform Encephalopathy, on formalin- 
fixed tissue sections comprises spreading and cleaning a tissue 
sample on membrane for incubation with protease solution 
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Abstract of DE19963198 

A tissue section (I) is spread out on the upper side of a membrane (II). The paraffin wax is 
removed and (I) is dried on (II), then incubated with a protease solution (III). An absorbent layer 
soaked with (III) is brought into contact with the underside of (II). Periodically, (III) is trickled 
over (I), or coated over it. (II) is washed and finally incubated with protein denaturing agent. 
Independent claims are also included for the following: (1) a membrane with proteins from a tissue 
section arranged on its upper surface. Topological arrangement of proteins on the membrane 
corresponds with the original topological arrangement in the tissue section, the membrane having 
been prepared as described; and (2) an apparatus comprising a casing (4), base (8) and optional 
removable cover (6). On the base (8) a layer (10) of absorbent material (12) is arranged, 
dimensioned for central arrangement with spacing from the wall (14). Its upper surface (18) carries 
the membrane (20). The protease solution (16) at the base, soaks the absorbent. Preferred features: 
The casing is trough-shaped. The layer is single or multilayer, comprising the same, or different 
absorbent materials. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur liherfuhrung von Proteinen zu deren Nachweis aus einem 
formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitt auf eine Membran mit einer Ober- und 
Unterseite unter Beibehaltung der relativen topographischen Positionen der Proteine zueinander bzw. in 
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